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(54) Verfahren zum quantitatlven Nachweis von NukJelnsaureri 

(57) Die Erfindung beschrelbt eln Verfahren zur 
quaniitaliven Bestimmimg von speziflschen Polynukleo- 
tidsequenzen, das im wesentlichen dadurch gekenn- 
zeichnet 1st, dal3 eine aus einer Mlschung, wie z.B. 
einer blolagischen Probe isolierte einzelstrangige 
Nukleinsaure, insbesondere mRNA, in Losung mit einer 
im wesentlichen zur zu bestimmenden Sequenz kom- 
plemerrtaren PolynuWeotid-Sequenz hybridlsiert, 
anschlieRend an eine Festphase Immobiiisiert und die 
Menge an gebundenam Hybrid bestimmt wlrd. Als 
besorders geeignet hat sich erwiesen, wenn die Bin- 
dung an die beschichtete Festplatte mittels einer spezi- 
fisch bindbaren chemischen Gruppe uber eine 
U'nkerfunkfion gekoppelt an die zu besiimmEnde 
Sequenz oder die Polynukleotid-Sonden-Sequenz 
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Beschreibung 

Die Erfindung bBschretbt ein Verfahren zur quaniitativen Bestimmung von spezifischen PolynuWeotid-Ssquenzen, 
das im wesentlichen dadurch gekennzeichnet ist, da(3 eine aus elner Mischung, wie z.B. einer biologischen Probe iso- 

s Narte einzelstrangige Nukleinsaure, insbBsondere mRNA, in Ltlsung mit einer im wesentlichen zur zu bestimmenden 
Sequenz komplementaren Polynukleotid-Sequenz hyfaridisiert, anschlisRand an eine Festphase immobilisiert und die 
Menge an gebundenem Hybrid bestimmt wird, Als besonders geeignet hat sfch erwiesen, wann die Bindung an die 
beschichtete Festphase mittels elner spezifisch bindbaren chemischen Gruppe gekoppelt an die zu beslimmende 
Sequenz oder die Polynukleotid-Sonden-Sequenz erfolgt. 

w Eine Reihe von Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren slnd heute bekannt. Disss beruhen in der Regel auf 
dem Prinzip der Hybridisierung, wobei in den melsten Fallen zunachst die Immobilisierung der zu beslimmenden 
Sequenz an die Festphase erfolgt und anschiieBend eine markierte Nukleinsaure-Probe zugegeben wird. Das Verfah- 
ren ist jedoch zeitaufwendig und fur den ungeObten Praktiker nichtohne weiteres mit Erfolg durchzufuhren. Diesgiit ins- 
besondere deshalb, da eine Hybridisierung an der Festphase wenig effizient verlauft. 

is Alternativ kann die Bestimmung von Nukleinsauren uber die in situ-Markierung der Proben-Nukleinsaure und die 
Fixierung an die Festphase, verm'rttelt uber eine sequenzspezifische Nukleotidsequenz-Probe, erfolgen. In einem wei- 
teren Verfahren warden zwei sequenzspezifische Probes fQr die zu bestimmende Nukleinsaure herangezogen. Sowohl 
die in s'rtu-Markierung, als auch die Hybridisierung mit zwei Probes an der Festphase verlaufen oft nfcht reproduzierbar, 
d.h. sind schwer oder nur mit groBer Ungenauigkeit quantif izierbar, sind dazu experimental aufwendig und somit fur die 

so Routine der klinischen Diagnostik wenig geeignet. Entsprechende Verfahren bzw. Varianten sind als Northern-Blot-Ver- 
fahren, Nuclease-Protection-Assay und quantitative RT-PCR-Verfahren bekannt und gehoren heute zu den Standard- 
methoden zur QuantHizierung von Nukleinsauren (T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed. 

(1989) ; R. E. Farell, RNA Modologies: A Laboratory Guide for Isolation and Characterization, Academic Press; J. W, 
Larrick, Trends Biotechnol. 10, 146-1S2 (1 992); E. S, Kawasaki, A Guide to Methods and Applications (eds. Innis, M.A. 

25 et al) Academic Press). 

AuBerdem ist der Nachweis von Nukleinsauren, insbesondere von mRNA im sogenannten Mikrotiterplatten-Ver- 
fahren bekannt, wobei die Hybridisierungsreakb'on in Lflsung erfolgt. In der Regel erfolgt dabei die Hybridisierung mit 
einer Biotin-markierten cDNA-Probe. Die Nukleinsaurehybride werden anschlieBend uber die Biotin-markierung immo- 
biliEiert und mit einem AntikOrper, der spezifisch DNA/RNA-Hybride bindet in elnem herkommlichen ELISA-Verfahren 
30 detekt'ert (C. O, Yehte et al., Mol. Cell. Probes 1 1 77-193 (1987); F. Countlee et al, J. Biol. Chem. 256, 1 1601-1 1604 

(1990) ; EP 0 336 454). Ferner ist es moglich anstatt elnes AntikOrpers ein geelgnetes Detektionsprobe zu verwenden 
(sogen. Sandwichhybridisierung, EP 0 192 1 68). 

Nachteilig bei Verfahren dieser Art ist jedoch zum einen, daG lediglich DNA als Fangprobe verwendst werden kann 
und zwar bedingt durch die Tatsache, dafJ der Nachweis Qber DNA/RNA-spezifische AntikOrper erfolgt. Zum anderen 
35 ist das System unter Verwendung von herkommiichen chromogenen Substraten nur wenig sensitiv. DarOber hinaus hat 
sich bei der Verwendung von photoreakjiven Substanzen als Markierungsreagenz IQr NuHelnsaureprobes gezeigt, daB 
die Sensitivitat unzureichend ist und die Handhabbarkeit entsprechender Bestimmungsverfahren zu wOnschen Obrig 
laBt (EP 0 237 833). 

Auch ein erst kurzlich publiziertes Verfahren, bei dem RNA zunachst mit einer bereits im Mikrottterplatten-well 
*o immobillsierten Fangprobe hybridisiert und ansctilieBend mit einem fluoreszierenden interkalierendem Agenz markiert 
und detektiert wird (T. Okamolo et al, Anal. Biochem. 221 202-204 (1 994)), Qberkommt die Nachteiie nur zum Tell. In 
Abhangigkeit von der Lange der Fangprobe fuhrt dieses Verfahren zu hohem Hintergrundsignalen, da nicht nur die 
elgenllich nachzuwelsende RNA, sondern auch die immobilisierte Fangprobe markiert wird. 

Aufgabe derzugrundeliegenden Erfindung Istdaher, ein Verfahren zu Bestimmung elner spezifischen Polynukleo- 
45 tldsequenz zur Verfugung zu stellen. durch das die Nachteiie der im Stand der Technik beschrlBbanen Verfahren uber- 
wunden werden, d.h. das insbesondere leicht durchfuhrbar und autDmatislBrbar ist und mit dem Nukleinsauren 
quarrb'tativ erfaOt werden kOnnen. 

Gelest wird die Aufgabe durch ein Verfahren zur Bestimmung einer spezifischen Polynukleotidsequenz in einer 
Probenmlschung, welches folgende Schritte umfaBt: Die Nukleinsauren, insbesondere solche mit Poly-dA-Sequenzen 
so (mRNA) werden isoliert und, sowelt noch erforderlich, in einzelstrangige Nukleinsauren Qberfuhrt. 

AnschlieBend erfolgt die Markierung der zu bestimmenden einzelstrangigen Nukleinsaure mit einer chemischen 
Gruppe, die vorzugswelse Ober eine Linkerfunktion an das Nukleinsauremolekul, vorteiihafterweise in nicht-kovalenter 
gebunden ist bzw. assoziiert Ist. Als chemische Gruppen sind solche geeignet, durch die entweder die Bindung an die 
Festphase vermittelt wird, oder die in einem direkten oder indirektem Verfahren detektierbar sind. Als Immobilislerbare 
5S chemische Gruppen haben sich spezifisch bindbare Liganden wie z.B. Biotin oder Haptene wle z.B. Digoxigenin als 
vorteilhaft erwiesen. 

Die markierte Nukleinsaure wird dann mit einer Polynukleotid-Sonde. die mindestens eine einzelstrangige Basen- 
sequenz umfaBt, die im wesentlichen komplememar zu der zu bestimmenden Sequenz ist, in Lesung unter Bedingun- 
gen, die fQr eine Hybridisierung zwischen der zu bestimmenden Sequenz und der komplementaren Sondensequenz 



2 



EP0 742 286 A2 



giinstig sind, hybridisiert. Die Sondensequertz Set mit einer zweiten, von der ersten unterschiedlichen chemischen 
Gruppe marldert Hier kommen prinzipieil wie oben immobilisierbare oder bestimmbare chemisohe Gruppen in 
Betracht mit der MaBgabe, daB die ersle und zweite Gruppe nicht identisch sein durfen. 

Das zweifach markierte NuWelnsaurehybrid wird Gber elne Markierungsgruppe an die Festphase gebunden, und 
s Oberdie andere wird die Menge an gebundenem Hybrid und somit die aus einem bestimrrrten Vaiumen isalierle Nukle- 
insaure quantrfiziert. 

Insbesondere als vorteilhaft hat sich das erfindungsgemaBe Verfahren fur die Quantjfizierung von Poly-dA- 
Sequenzen beinhaltende Nukleinsauren wie mRNA erwiesen, Zur Hybridisierung konnen alle Arten von Proben ver- 
wendet warden, insbesondere anti-sense RNA und sag enannte "Peptide Nucleic Acid" (PNA). Dies ist von Bedeutung, 
10 da die Hybridisierung zwischen PNA- und RNA-Molekulen effizienter erfolgt als zwischen reinem RNA-Molekulen und 
diese wiederum effizienter hybridisieren als DNA- und RNA-Molekule. 

Der Einbau einer groBen Anzahl von Markierung en in die nachzuweisenden RNA oder in die zum Nachweis 
benutzte DNA erlaubt eine Erhfihung des MeGsignals und damit insbesondere auch den chromogenen Nachweis von 
spezifischer mRNA, was bei den vorbekanrrten Verfahren nur bedingt mflglich ist. 
is Ein weiierer Vortei! des erfindungsgemaBen Veriahrens besteht darin, daB die zur Immobilisierung eingesetzte 
Probe nicht markiert wird. Dies fuhrt zu einer erheblichen Reduktion des Hintergrundes. 

Zudem ist bei dem erfindungsgemaBen Verfahren von Vorteil, daB die Hybridisierungsreaktion nicht an der Fest- 
phase, sondern in LSsung erfolgt. Hybridisierungen in Losung erfolgen effizienter und erheblich schneller. 

Neben den bereits angefohrten chemischen Gruppen fur die Markierung sind zudem, als bestimmbare Gruppen, 
so enzymalisch aktive Gruppen wie beispielsweise Peroxidase oder fJ-Galactosidase, fluoreszierende Gruppen wie Fluo- 
reszein oder entsprechende Derivate, Chromophore verschiedenster Art oder lumineszierende Gruppen geeignet. 
Diese chemischen Gruppen konnen auf chemischem oder enzymatischem Weg in die NucleinsSure eingebaut werden. 
Aber auch Radioisotope, beispielsweise eingebaut in Gegenwart einer terminalen Transferase bzw. T4 RNA-Ugase 
und eines entsprechend markierten Nukieotids bzw. Oligonukleotlds, haben sich als geeignet erwiesen. 
ss AuBerdem kann ein Verfahren zum EinfQhren von nicht-radioaktiv markiertem Desoxynukleotiden in Nukleinsauren 
bzw. RNA-Molekulen, die an ihrem 3'-Ende mlndestens ein Desoxynukieotld anihalten, das elne nicht-radfoaktive Mar- 
kierungsgruppe tragt, verwendet werden. Ein entsprechendes Verfahren ist in der europaischen Patentanmeldung, 
Aktenzeichen 95 102 669.9, beschrieben. 

Als besonders vorteilhaft hat sich erwiesen, wenn die Markierung der Nukleinsaure bzw. des Polynukleotids mit 
so einem entsprechendem Hapten, wie beispielsweise Biotin oder Digoxigenin, komplexiert in eine Platin-enlhaltende Ver- 
bindung. wie beispielsweise {Pt(ethylendiamin)(Me 2 SO)(hapten-NH(CS)NHCH 3 J, durchgefOhrt wird. Fur die Markie- 
rung wird eine entsprechend aktivierte Form solcfiBr Ptatin-Komplexe verwendet. Solche Platin-Verbindungen haben 
sich als Unkerfunktion als besondere geeignet erwiesen und werden ublicherwsise als "Universal Linkage System" 
(ULS) bezelchnet (EP 0 539 466 / WO 92/01699). Als detekterbare, d.h. als zweite ciiemische Gruppe haben sich ins- 
35 besondere Platin-Komplex gekoppelte Gruppen als vorteilhaft erwiesen. 

Eine weitere bevorzugte AusfOhrungsform der Erflndung ist, wenn anstatt einer markierten, kompiementaren Poly- 
nukleotld-Sonde ein Peptid-NuWelnsaure-Derivat mit im wesentlichen zur bestimmenden Sequenz kompiementaren 
Basensequenz verwendet wird. 

Die Festphase kann prinzipieil aus einer Relhe von Malerialien und Formen bestehen, wie z.B, Mikropartikel, soge- 
ao nannte Beads, porenhafo'ge oder nicht-permeable Membranen, der inneren Oberflachen von Reaktionsgefaflen wie 
TestrOhrchen oder Mikrotiterplatten. Bevorzugt wird die voriiegende Erflndung an beschichteten Mikrotiterpiatten (z.B. 
Nunclon) durchgBfuhrt, insbesondere solche, bei denen die Beschichiung mit Streptavidin (SA) oder Avidin vorgenom- 
men wurden. Entsprechende MaBnahmen bzw. Festphasen sind dem Fachmann bekannt und beispielsweise in EP 
0344578 beschrieben. 

45 Im f olgenden warden die einzelnen Verf ahrensschritte des erfindungsgema Ben Verfahrens genauer beschrieben: 
Die Isolisrung von ca. 10 - 20 ug mRNA erfolgt uber geeignete Beads entsprechend den Informationen zu dem 
mRNA-lsolierungskit von Boehringer Mannheim. Die Quantifizierung erfolgt bei OD 2S0/2B0nn „ wobei 2 ug mRNA in 500 
nl wassrige Ldsung 0,1 OD2 60nm entsprechen. 

FQr die Markierung von ca. 10 fig mRNA werden ca. 0,4 jig Biotin-ULS zugegeben und ca. 60 Minuten bei 65 D C 
so inkubiert, anschileBend mit Ethanol gefulit und Ober OD 2S0;2aDnm quantjfiziert. 

FQr die Hybridisierung werden ca. 1 00-1 50 ul/well in einem geeigneten Hybridisierungspuffer vorgelegt und auf ca. 
50 D C vorgeheizt. Eine DIG-markierte DNA-Proba wird in denaturierter Form zum jeweiligen Reaktionsansatz gegeben, 
nachdem ca. 50 bis 1000 ng/well der Biotin-marWerten mRNA einpipettiert wurden. Als besonders vorteilhafier Hybri- 
disierungspuffer hat sich beispielsweise eine wassrige LSsung erwiesen, die ca. 50% Formamid, 0,1% Laurysarcosin 
55 und 0,02% SDS enthalt. Die Hybridisierung erfolgt in der Regel zwischen 30 Minuten bis 4 Stunden - die Dauer der 
Hybridisierung hangt z.B. von der Lange der spezifischen Probesequenz als auch von der Stringenz der Hybridisie- 
rungsbedingungen ab ■ bei ca. 50°C bei 400 rpm. Diese Hybridisierungsbedlngungen haben sich uberraschenderweise 
fOr den spezifischen Nachweis von RNA als gut geeignet erwiesen. Dies ist deshalb dberraschend, da auf der einen 
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Seite zwar die erforderliche Stringenz gewahrleistet wird, auf der anderen Seite jedoch eine rasche Denaturierung von 
Protein, wie z.B. einer proleirtartigen Bsschichtung zu erwarten gswesen ware. 

Von dem Hybridisierungsansatz werden ca. je 100 ml in auf 5D°C vorgeheizte SA-beschichtete Mikrotiterplattsn- 
wells pipelfiert. Die Inkubation erfolgl bei 50°C/400 rpm in ca. 5 Minuten. 
s AnschlieGend wird dekantiert und 3 bis 6 mal bei Raumtemperatur gewaschen. Die anschliefiende Inkubation mit 
bsispielsweise POD-markiertem OIG)-AntikGrper erfolgt in 30 Minuten bei 37°C und 400 rpm. Die anschlieBende 
Detektion erfolgt beispielsweise durch Einpipeftieren von Lumlnol/lodphenol und Messung nach ca. 3 Minuten. 

Eriauterungen zu den Abbiidungen: 

10 Abbildung 1: Zelgt das Ergebnis von Beispiel 1-4, wobei O = P-Acttn, ein Gen, welches permanent in Zellen vor- 
kommt, und □ = CAT, ein Gen, welches nicnt in eukaryotischen Zellen vorkommt bedeutet; gefOllte Symbole bedeu- 
tet "transfiziert". 

Abbilduno 2: Zeigt den EinfluG der Ampliconkonzentration, wobei O = °.5 pi, □ = 1 pi, a = 2 p], v = 5 pi und 0 = 
is 10 pi PCR-Fragment pro well bedeuten. 

Abbildu ng 3: Zeigt den EinfluB der Amplrflconkonzentration bei konstanter RNA-Konzenlration (O = 1000 ng, □ = 
500 ng, a = 250 ng, v = 125 ng und 0 = 62 ng Blotin (Bi)-mRNAAvell). 

20 Abbildung 4: Zeigt den EinfluB der Hybridisierungstempeatur, O - 50°C und □ = 37°C. 

Abbildu ng §: Zelgt den ElnfiuB der Formamid-Konzenlration, O = 50% Formamid und □ = 1 0% Formamid, 

Abbildung 6: Zeigt einen Vergleich zwischen dem erfindungsgemaRen Northern ELISA- und dem Northern Biot- 
as Verfahren nach dem Stand der Technik, wobei mRNA aus 1 x 562 25:1 BioULS gelabelt let und die Hybridisierung 
mit DIG-p-Actin PCR-Fragment (838 bp) bzw. CAT-Fragment durchgefuhrt wurde; Q = p-Actin, o » CAT. 

Abbildung 7: Reaktlonsschema des erflndungsgemarjen Verfahrens (Northern ELISA). 

30 Die folgenden Beispieie eriautern die Eriindung weiler: 

Gesamt mRNA wird Ober Biotin-Platinkomplexe (Bio-ULS®) mit Blotin marWert Der Ansatz wird anschlieBend mit 
einer fOr ein Transkript-spez'rfischen, Digoxigenin (DIG) gelabelten DNA/RNA-Probe hybridisiert. Nach Bindung der 
mRNAs in einer Streptavidin (SA)-beschichteten Mikrotiterplatte MTP wird die speziflsche RNA Ober DIG POD detek- 
tiert. 

ss In diesem Bericht wird die Messung von Chloramphenicolacetyltransferase (CAT)-spez'rfischer mRNA aus mit CAT- 
Plasmid transfizierten Zellen beschrieben. 

Material und Methoden 

40 Plasmid pSV2CAT wurde erhalten von Dr. Kasters (Universitatsspttal Zurich). DNA DiPSTICKs® zur Quantifizie- 
rung der mRNA stammen von Invitrogen (USA). Bio-ULS® stammt von Kreatech (Holland). Reagenzien wie Northern 
Hybridisierungspuffer (50% Formamid, 5 x SSC, 12% Blocking Reagenz in Maleinsaurepuffer, 0,1% Lauryisarcosin, 
0,02% SDS), mRNA Isolierungskit, Zellkulturmedien und Transfektionsreagenzien, Reagenzien zur Herstellung der 
DNA Probes, Streptavidin beschichtete MTP, OIGPOD, RNase-freierKonjugatverd0nnungspirffer(40mM KP0 4 , 1 mM 

« EDTA, 0,25% RSA, pH 6,8) Luminol/lodphanol als Chemilumineszenzsubstrat und weitare Reagenzien stammen von 
Boehringer Mannheim. Chemilumineszenzmessungen wurden mit dem Microplate Luminometer LP 96P von Berthold 
durchgefOhrt. 

Beispiel 1 

so 

Herstellung der DIG gelabelten Probes 

Methoden zur Herstellung geelgneter Probes sind zum Beispiel Amplication Ober PCR, Random Primed Labeling 
und In vitro Transkription. Die hier verwendeten Probes wurden uber geeignete Primer, die innerhalb der codlerenden 
ss Sequenz dBr Targei-RNA liegen, mittels PCR amplifiziert Probe-Lange fur Actin-Probe: 838 bp; fur CAT-Probe: 367 bp 
(molares Verhaltnis im PCR-Mix: dUTP/DIG-dUTP = 3/1). Ober Ethidiumbromidfaribung wurde die Ampliconkonzentra- 
tion abgeschatzt und mit Triethanolamin (TE) pH 8.0 auf ca. 20ng/pl eingestellt. 
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Beispiel 2 

Transfektionsansatz 

s Hela Zellen wurden mitlels DOTAP nach Beipackzettel m'rt pSVaCATtransflziert. Von den transfizierten Zellen und 
dan unbehandellen Kbntrollen wurda die mRNA mittels magnetic beads isoliert. 

5 Kulturflaschen mit je 5x1 0 6 Zellen/Flaschen (50 ml KM} wurden mil insgesamt 400 ug Plasmid wahrend 6 Stun- 
den transfiziert. 24 Slunden nach derTransfekl'on wurden die Zellen abtrypslniert, mit PBS gewaschen und das Pellet 
in flussigem Sticksloff gelagert (4.4x1 0 6 lebende Zellen, 80% tote Zellen). Analog wurde mit der nlcht transfizierten 

id Kantrolle vsrfahren (1 ,3x1 0 7 lebende Zellen, 5% tote Zellen). 

Beispiel 3 

mRNA Isolierung und Marklerung mit Blotin 

15 

Die mRNA wurde mittels magnet beads laut Beipackzettel aufgereinigt und die Konzentration uber DNA 
DIPSTICK® bestimmt: Hela (+CAT): 

10 uJ mit c=360 ng/ul, Hela (-CAT): 23 ul mit c=500 ng/ul. Dann wurde mit Biotin-ULS im Verhaltnis RNA/BIo-ULS = 
20/l(W/W) 1 Slunde bei 65°C gelabelt, uber EthanolfSllung aufgrefnigt und in Wasser resupendiert. AnschlieBende 
20 Konzentrationsbestimmung Obsr DNA DIPSTICKS® ergab: Hela (+CAT): 9 ul mit 200 ng/ul, Hela (-CAT): 29 ul mit 80 
ng/ul. 

Beispiel 4 

ss DurchfQhrung Northern ELISA 

In eine Zellkultur Rundbodenplatte wurden je 120 ul Northern Hybridisierungspuffer pipettiert und auf 50 D C 
erwarmt. Die DIG marta'erten Probes aus Beispiel 1 wurden 5 min bei 100°C denaturiert und dann im Etsbad gekuhlt. 
Zu dem Hybridisierungspuffer wurden je 600/150/37,5/9,375 ng Bi-mRNA pipettiert (Verdunnung in TE). AnschlieBend 
30 wurden je 4 ul DIG markierte DNA Probe zupipettiert. Nach 3 Slunden Hybridisierung bei 50°C und 400 rpm wurden je 
100ui in eine auf 50°C vorgeheizte tRSA-SA Platte pipettiert und die gem&fl Beispiel 3 erhaltene RNA 5 min bei 400 
rpm gebunden. AnschlieBend wurde dekarrtiert und 5 x mit 0,1 % SSC gewaschen. Einpipettieren von je 100 ul 
OiGPOD Konjugat (25 mU/mi) und 30 min Inkubation bei 400 rpm und 37°C. AnschlieBend wurde dekantiert und 3 x 
0,1 SSC gewaschen. Einpipettieren von je 150 ul Uiminol/lodphenol und Messung nach 3 min, 



Tabelle 1 



40 



Bi-mRNA 
[ng/welf] 


Nlcht Transfizierte Zellen 


Transfizierte Zellen 




Actin 


CAT 


Actin 


CAT 


600,0000 


411368,0000 


9254,0000 


301705.0000 


86979,0000 


150,0000 


332754.0000 


8991,0000 


120235,0000 


39765,0000 


37,5000 


128350,0000 


9052,0000 


54657,0000 


19252,0000 


9.37502. 


56151,0000 


9001,0000 


32221,0000 


12011,0000 


2.3440 


38877,0000 


8757.0000 


26047,0000 


8331,0000 



55 1 . Verfahren zur quarrtilativen Bestimmung einer spezif Ischen Polynuklaolidsequenz in einer ProbB, welches folgende 
Stufen umfafit: 

a) Isolierung der NukleinsSuren und gegebenenfalls Ubsrfuhrung in einzelstrangige Nukleinsauren; 
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b) Markierung der zu bestimmenden einzelstrgngigen Nukleinsaure mit einer ersten chemischen, Qber eine 
linkerfunktion gebundenen Gruppe; 

c) Hybridisierung d er markierten NuW einsaure mit el ner Polyriukleotid-Sonde, die mindestens eine einzelstran- 
5 gige Basensequenz umfaBt, die im wesentiichen komplementar zu der zu bestimmenden Sequenz und mit 

einer zweiten Oder gegebenenfalls weiteren, von der ersten urrterschiedlichen chemischen Gruppe marWert 
ist, in Lfisung unter Bedingungen, diefQr eine Hybridisierung zwischen der zu bestimmenden Sequenz und der 
komplementaren Sondensequenz gOnstjg sind; 

to d) Immobllisierung des Nukleinsaure-Hybrids an eine Festphase uber die erste chemische Gruppe und 

e) Detektion der anderen chemischen Gruppe(n). 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet dal3 mRNA isoliert wird und es sich bei der Polynukleotid- 
w Sonde urn ein Oligodesoxyribonukleotid, eine DNS, Bin Oligaribonukleotid Oder eine RNS handelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daG die fur die Markierung der Nukleinsaure verwendete 
erste oder zweite chemische Gruppe ausgewahlt werden aus einer enzymatisch aktiven Gruppe, einer fiuoreszie- 
renden Gruppe, einem Chromophor, einer lumineszierenden GruppB, einem spezifisch bindbaren Ugandan oder 

so einem Radioisotop. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daG die erete uber eine Linkerfunktion 
gebundene chemische Gruppe Biotin oder ein Biotinderivat darstellt. 

zs 5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daG eine Peroxidase. B-Galactosidase, Fluoreszein 
Oder Dlgoxigen als zweite chemische Gruppe verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1,3.4 oder 5. dadurch gekennzeichnet, daG die Markierung mit einem akti- 
vierten Piatinkomplex durchgefuhrt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daG die erste oder zweite chemische Gruppe auf chemi- 
schem oder enzymatischem Weg in die Nukleinsaure eingefuhrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daG die enzymatische Markierung mit einer terminalen 
ss Transferase oder einer T4 RNA-Ligase und einem durch eine chemische Gruppe markierten Nukleotids oder Oli- 

gnonukleotjd durchgefuhrt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG sich bei der markierten. komplementaren Polynukleotid- 
Sonde urn ein Peptid-Nukieinsaure-Derivat handelt. 

40 

1 0. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG eine beschichtete Festphase verwendet wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daG die Festphase mil Avidin, Streptavidin oder 
einem entsprechenden Derivat beschichtet Ist und die Hybridisierung unter stringendBn Bedinungen bei ca. 50"C 

45 vorgenommen wird. 

12. Verfahren zurquantitativen Bestimmung einer spezifischen Polynukleotidsequenz in einer Probe, welches folgende 
Slufan umfaBt: 

so a) Isolierung der Nukleinsauren und OberfQhrung in einzelstrangige NukleinsSuren; 

b) Auswahl einer Polynukleotid-Sonde, die mindestens eine einzelstrangige Basensequenz umfaBt, die im 
wesentiichen komplementar zu der zu bestimmenden Sequenz ist; 

55 c) Markierung der Nukleinsaure aus Schritt a) oder des Polynukleotids aus Schrltt b) mit Biner immoblllsierba- 

ren chemischen Gruppe, wobei es sich urn Qber einen Piatinkomplex gebundenes Biotin bzw. Biotinderivat 
handelt; 
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d) Hybridisierung der Nukleinsaure und des Polynukleotids in LOsung unter Bedingungen, die for eine Hybridi- 
sierung zwischen der zu bestimmenden Sequenz und der komplemBrrtaren Sondensequenz gunstig sind; 

e) Immobilislerung des Nukleinsaure- Hybrids an eine Festphase Qber die immobilisierbare chemische Gruppe 
und 

f) Detektion des Hybrids durch einen AnHkOrper, der spezifisch an DNA/RNA- oder RNA/DNA-Duplexe bindet 
und durch elne bestimmbare chemische Gruppe marWert ist. 

1 3. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der isolierten Nukleinsaure urn solche mit 
Poly-dA-5equenzen handelt. 
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Bi-mRNA/Napf 
O 1000 ng 
□ 500 ng 
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Abstract of EP0742286 

Quantitative assay for a target nucleic acid sequence in a sample comprises: (1 ) (i) Isolating nucleic acids 
from the sample and, if necessary, converting them into single-stranded form, (ii) labelling the target 
sequence with an anchor gp. via a linker; (Ii!) hybridising the labelled nucleic acid in soln. with a labelled 
probe that is complementary to the target sequence, (Iv) immobilising the resulting duplex on a solid 
phase through the anchor gp. and detecting the label, or (2) (C) isolating nucleic acids from the sample 
and converting them Into single-stranded form, (Ii') selecting a probe that is complementary to the target 
sequence, (ill') labelling the target sequence or the probe with an anchor gp,, namely biotin or a biotin 
deriv. linked via a Pt complex, (iv 1 ) hybridising the target sequence with the probe in soln., (v') 
immobilising the resulting duplex on a solid phase through the anchor gp. and (vi 1 ) detecting hybridisation 
using a labelled antibody that binds specifically to DNA/RNA or RNA/DNA duplexes, 
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The Invention describes a method to the quantitative determination of specific Polynukleotld sequences, which is 
essentially characterized by the fact that one from a mixture, like e.g. a biological sample isolated elnzelstrangige 
nucleic acid, In particular mRNA, In solution with one essentially the sequence complementary Polynukleotld 
sequence hybridized, subsequent to a solid phase, which can be determined, immobilized and the amount at bound 
hybrid certain becomes. As particularly suitable proved, if the connection to the coated solid phase by means of a 
specific bindable chemical group coupled to the sequence which can be determined or the Polynukleotid 
probesequence made. 



A number of methods to the proof of nucleic acids are today known. These are usually based on the principle of the 
hybridization, whereby in most cases first the Immobilization of the sequence which can be determined becomes to 
the solid phase made and a subsequent labeled nucleic acid sample added. The method Is to be accomplished 
however time-consuming and for the untrained practitioner not so easily with success. This applies In particular 
therefore, since an hybridization at the solid phase runs a little efficiently. 



Alternative one can be made the determination from nucleic acids over in situ-mark the sample nucleic acid and the 
fixation to the solid phase, mediated by a sequence-specific nucleotide sequence sample. In an other method two 
sequence-specific Probes for the nucleic acid which can he determined are consulted. Both in situ-mark, and the 
hybridization with two Probes at the solid phase often do not run more reproducible, I.e. are more severe or only 
with large Inaccuracy quantifiable, little suitable in addition experimental expensive Is and thus for the routine of the 
clinical diagnostic. Corresponding methods and/or. Variants are known as Northern blotmethods, Nuclease Protection 
Assay and quantitative blank PCR methods and belong today to the standard methods to the quantitation of nucleic 
acids (T.Maniatls, Molecular Cloning: A Laboratory manual, 2nd OD. (1989); R. E. Farell, RNA Modologles: A 
Laboratory Guide for insulation and Characterization, Academic press; J. W. Larrick, trend Biotechnol. 10, 146-152 
(1992); E. S. Kawasaki, A Guide ton of Methods and Applications (eds. Innls, M.A. et al.) Academic press). 

In addition the proof of nucleic acids, In particular from mRNA in the so called micro titer disk method known, Is 
whereby the hybridizing reaction in solution made. Usually made thereby the hybridization with a Biotln labeled 
cDNA-sample. The nucleic acid-hybrid subsequent over the Biotln marking Immobilized becomes and with an 
antibody, which binds specific DNA/RNA hybrid in a conventional ELISA method detected (C. 0. Yehle et al., mol. 
Cell. Probes 1, 177-193 (19B7); F. Countlee etal., J. Biol. Chem, one. 256, 11601-11604 (1990); EP 0,336,454). 
Furthermore it Is possible detection sample suitable Instead of an antibody to use (suctions. Sand yielding 
hybridizing, EP 0,192,168). 

a top 

Adverse with methods this type is however to the one that only DNA can become used as catch sample under the 
fact that the proof over DNA/RNA specific antibody made, On the other hand the system Is only little sensitive using 
conventional chromogenlc substrates. Beyond that shown has Itself with the use of photo-reactive substances as 
marking reagent for Nuklelnsaureprobes that the sensitivity is insufficient and the handling of corresponding 
determination methods leaves to wish remaining (EP 0,237,833), 



Also a only recent published method, with which RNA first with one already In mlcro-titer-dlskwave Immobilized 
catch sample hybridized and subsequent with a fluorescent Interkallerendem Agenz labeled and one detects (T. 
Okamoto et at., anal Dnes. Blochem. 221, 202-204 (1994)), overcomes the disadvantages only partially. In 
dependence of the length of the catch sample this method leads to high background signals, since not only the 
actual RNA which can be proven, but also the immobilized catch sample become labeled. 



Object of the underlying Invention is to place a method to determination of a specific polynucleotide sequence to the 
order by which the disadvantages are overcome in the conditions of the technique described methods, I.e. light in 
particular feasible and automlzable Is and with that nucleic acids quantitative detected to become to be able, 



Dissolved one becomes the object by a method the determination of a specific polynucleotide sequence In a sample 
mixture, which covers subsequent steps: The nucleic acids, In particular such with Poly there sequences (mRNA) 
become isolated and, so far still required, transfered into elnzelstrangige nucleic adds. 
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Subsequent one the made mark of the elnzelstrSngigen nucleic acid with a chemical group, those preferably over a 
left function to the nucleic acid molecule, which can be determined, favourable-proves in non-covalent bound Is 
and/or. associated Is. When chemical groups are such suitable, becomes mediated by which either the connection to 
the solid phase, or which In a direct or Indirect method are more detectable, As immobilized chemical groups specific 
btndable ligands have themselves like e.g. Biotln or haptens like e.g. Dlgoxigenln as favourable proved. 

The labeled nucleic acid becomes then with a Polynukleotld probe, which covers at least a elnzelstrSnglge base 
sequence, which is essentially more complementary to the sequence which can be determined, In solution bottom 
conditions, which are favorable for an hybridization between the sequence which can be determined and the 
complementary probe sequence, hybridized. The probe sequence is with a second, from the first different chemical 
group labeled. Here It comes in principle like immobilized above or assignable chemical groups into considerations 
under the condition that the first and second group identical may not be. 

The dual labeled nucleic acid hybrid becomes bound over a group of markings to the solid phase, and over the other 
one the amount becomes quantified to bound hybrid and thus the nucleic acid Isolated from a certain volume. 

In particular as favourable the invention process for the quantitation of Poly there sequences proved containing 
nucleic acids as mRNA. The hybridization all types of samples used can become, In particular anti-scythe RNA and so 
called "peptides Nucleic Acid" (PIMA). This Is of Importance, since more efficiently made than between hybridizes the 
hybridization between PNA and RNA molecules pure RNA molecules and this again more efficiently than DNA and 
RNA molecules. 



The Incorporation of a large number of marks into the RNA which can be proven or Into to the proof used the DNAS 
an allowed increase of the measurement signal and thus In particular also the chromogenlc proof of more specific 
mRNA, what with the previously known methods only conditional possible is. 



An other advantage of the Invention process consists of the fact that the sample used to the immobilization does not 
become labeled. This leads to a significant reduction of the background. 



Besides it Is with the Invention process from advantage that the hybridizing reaction not at the solid phase, but In 
solution made. Hybridizations In solution take place more efficiently and significant more rapid. 

Beside the chemical groups for the mark, already stated, are besides, as assignable groups, enzymatic active groups 
as for example peroxidase or beta - galactosidase, fluorescent groups such as fluorescein or corresponding 
derivatives, Chromophore of most diverse type or luminescent groups suitable. These chemical groups can become 
on chemical or enzymatic pathway Into the nucleic acid Incorporated, In addition, radioisotopes, for example 
incorporated in presence Df a terminal transferase and/or, T4 RNA llgase and a corresponding labeled nucleotide 
and/or. Oligonucleotide, as suitable proved. 



In addition a method can to the Insertion of non-radioactive labeled Desoxynukleotiden In nucleic acids and/or. RNA 
molecules, which at their 3 ' - end at least a Desoxynukleotid, which carries a non-radioactive group of markings, 
used become contained, A corresponding method Is In the European patent application, file reference 95,102 669,9, 
described, 



As particularly favourable proved, if the mark of the nucleic acid and/or. the Polynukleotlds with a corresponding 
hapten, as for example biotln or a digoxfgenfn, a platinum-contained komplexlert compound, as for example <Pt 
{ethyl diamine) into (Me250) (hapten NH (CS) NHCH3}, performed becomes. For the mark a corresponding 
activated form of such platinum complexes becomes used. Such platinum compounds proved as left function as 
special suitable and become Linkage system" (ULS) referred (EP 0,539,466/WHERE 92/01699) usually universal as 
As detectable, i.e. as the second chemical group in particular platinum complex proved coupled groups as 
favourable, 



An other preferable embodiment of the Invention Is, if becomes essentially used Instead of a labeled, complementary 
PolynukleDtid probe a Peptld nucleic acidderlvative with base sequence complementary to the determining sequence. 

The solid phase can consist in principle of series of materials and forms, like e.g. Micropartlcle, so called Beads, 
porenhaltige or non-permeable membranes, the inner surfaces of reaction vessels such as test tubes or microtiter 
plates. Prefered one becomes the instant Invention at coated microtiter plates (e.g. Nunclon) performed, in particular 
such, became made with which the coating with streptavidln (SA) or avldln. Corresponding measures and/or. Solid 
phases are the person skilled in the art known and for example In EP 0344578 described. 

In the following the single process steps of the Invention process become precise described: 



The Isolation of approx. 10 - 20 mu g mRNA made over suitable Beads the corresponding Informations to the mRNA 
Isollerungskit of Boehrlnger Mannheim. The quantitation made with OD260/280nm, whereby 2 mu g correspond 
mRNA In 500 mu to I aqueous solution 0.1 OD260nm. 
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For the mark of approx. 10 mu g mRNA become approx. 0,4 mu g Blotin ULS added and approx. 60 minutes with 65 
DEG C, subsequent with ethanal filled and over OD260/2B0nm quantified Inkublert. 

For the hybridization become approx. 100-150 mu l/well In a suitable hybridizing buffer presented and on approx. 50 
DEG C preheated. A DIG labeled DNA sample becomes given in denatured form the respective reaction, after approx. 
50 to 1000 ng/well the Blotin labeled mRNA was In-pipetted. When particularly favourable hybridizing buffer has 
Itself for example an aqueous solution proven, those approx. 50% formamlde, 0.1% Laurysarcosln and 0.02% SDS 
contain. The hybridization made usually between 30 minutes to 4 hours - the duration of the hybridization e.g. 
hangs, of the length of the specific sample sequence and of the stringency of the hybridization conditions off with 
approx. 50 DEG C with 400 RPM. These hybridization conditions proved surprisingly for the specific proof of RNA as 
good suitable. This Is therefore surprising, since ensured on side becomes the required stringency, on the Dther side 
however a rapid denaturatlon of protein, like e.g. a proteinaceous coating to expect would have been. 

From the hybrldtelng beginning become approx. ever Mlkrotiterplatten wells pipettes 100 ml into SA-coated pre- 
heated on 50 DEG C. The incubation made with 50 DEG C/400 RPM In approx, 5 minutes. 

Subsequent one Is decanted and 3 to 6 times with room temperature washed. The subsequent Incubation with for 
example POD labeled &lang&DIG8trang&. antibody made in 30 minutes with 37 DEG C and 400 RPM. The subsequent 
detection made for example by a pipetting of Luminol/Iodphenol and measurement after approximately. 3 minutes. 

Explanations to the Images; 

Image 1: The result of example 1-4 shows, whereby &.cir& = beta - actln, a gene, which permanent in cells occurs, 
and 8isqu& = CAT, a gene, which does not occur In eukaryotlc cells meant; "transfected" means filled symbols, 
Image 2: Shows the influence of the Ampiiconkonzentratlon, whereby &cir& = 0.5 mu I, &squBt = 1 mu I, 
INCREMENT = 2 mu I, NABLA = 5 mu I and &Loz& = 10 mu I PCR fragment per wave mean. 
Image 3: Shows the Influence of the Ampllflconkonzentratlon with constant RNA concentration (&cir& = 1000 ng, 
&squ8i = 500 ng, INCREMENT = 250 ng, NABLA = 125 ng and &Loz&. = 62 ng blotin (Bi) - mRNA/wave). 
Image 4: Shows the Influence of the Hybridlsierungstempeatur, ficlrBt = 50 DEG C and &squ& = 37 DEG C. 
Image 5: , &clr& = 50% formamlde shows the influence of the form amide concentration and &squ8t = 10% 
formamlde. 

Image 6: Shows a comparison between the Northern according to Invention EUSA and the Northern Blot method to 
the state of the art, whereby mRNA from 1 x 562 25:1 BloULS are gelabelt and the hybridization with DIG beta - 
actln PCR fragment (838 BP) and/or, CAT fragment performed became; &clr& = beta - actln, &squ& = CAT. 
Image 7: Reaction pattern of the invention process (Northern ELI5A). 



The subsequent examples continue to describe the invention: 



Entire one mRNA becomes labeled over Blotin platinum complexes (bio ULS TM) with blotin, The approach becomes 
subsequent with one for a Transkript specific, dlgoxigenin (DIG) gelabelten DNA/RNA sample hybridized. After 
connection mRNAs In streptavidln (SA) - coated mlcrotiter plate MTP Is detected the specific RNA over 
&la ng&DIG&rang&POD , 

In this report the measurement of Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) becomes - specific mRNA out cells 
transfected with CAT plasmtd described. 



Material and methods 



Plasmld pSV2CAT became obtained of Dr, Kosters (university University Df Zurich). DNAS DIPSTICKs TM to the 
t0 P quantitation mRNA come from Invltrogen one (the USA). Bio ULS TM comes from Kreatech (Holland). Reagents such 
as Northern hybridizing buffer (50% formamide, 5 x SSC, 12% Blocking reagent In maieic acid buffer, 0.1% 
Laurylsarcosln, 0.02% SDS), mRNA Isolation kits, cell culture mediums and Transfektlonsreagenzlen, reagents to the 
production of the DNAS Probes, streptavidin coated MTP, Bclang&DIG&rang&POD, RNase free 
Konjugatverdunnungspuffer (40 mm KP04, 1 mm EDTA, 0.25% RSA, pH 6.8) Luminol/Iodphenol as chemistry 
luminescence practicing advice and other reagents come from Boehringer Mannheim. Chemistry luminescence 
measurements became with the Mlcroplate luminometers of LP 96P von Berthold performed. 



Example 1 



Production of the DIG Probes gelabelten 



Methods to the production of suitable Probes are for the example amplification over PCR, random Primed Labeling 
and In vitro transcription. The here used Probes became amplified over suitable primers, which lay within the coding 
sequence of the target RNA, by means of PCR. Sample length for act in sample: 838 BP; for CAT sample: 367 BP 
(molar ratio In PCR mixing: dUTP/DIG dUTP = 3/1). Over Ethidiumbromidfarbung the Ampiiconkonzentratlon became 
estimated and with trfethanolamlne (width unit) pH 8,0 on approx. 2Dng/mu I adjusted. 



Example 2 
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Transfektionsansatz 



HeLa cell became transfected by means of DOTAP after enclosing note with p5V2CAT. From the transfected cells and 
the untreated controls became mRNA by means of magnetic beads isolated. 



5 culture bottles with for each 5xl0< 6> Cells/bottles (50 ml KM) became with altogether 400 mu g plasmld during 

6 hours transfected. 24 hours after the transfection were abtrypsinlert the cells, with PBS washed and the pellet In 
liquid nitrogen stored (4,4xl0< 6> living cells, 80% dead cells). Analogous ones one proceeded with the not 
transfected control (l,3xl0< 7> living cells, 5% dead cells). 



Example 3 



mRNA Isolation and mark with biotln 



mRNA purified and the concentration over DNA became DIPSTICK the TM certain by means of magnet beads 
according to enclosing note: Hela (+CAT): 

10 mu I with c=360 ng/mu I, Hela (- CAT): 23 mu I with c=500 ng/mu 1, Then with Blotin ULS in the ratio RNA/Blo 
ULS = 20/1 (W/W) 1 hour was gelabelt with 65 DEG C, aufgrelnlgt over ethanol precipitation and resupendiert In 
waters. Subsequent concentration regulation over DNA DIPSTICKS TM resulted in: Hela (+CAT): 9 mu I with 200 
ng/mu I, Hela (- CAT): 29 mu I with 80 ng/mu !. 



Example 4 



Execution Northern EUSA 



Into a cell culture round base plate 120 each was pipetted mu I Northern hybridizing buffer and on 50 DEG C heated. 
The DIG labeled Probes from example 1 became 5 min with 100 DEG C denatured and then In the ice bath cooled. To 
the hybridizing buffer 600/150/37.5/9.375 each were pipetted ng Bl-mRNA {dilution In width unit). Subsequent ones 
4 were zupipettlert each mu I DIG labeled DNAS sample. After 3 hours hybridization with 50 DEG C and 400 RPM 
were pipetted per 100 mu I into a trsa SA plate pre-heated on 50 DEG C and the RNA 5 min obtained In accordance 
with example 3 with 400 RPM bound. Subsequent one was decanted and 5 x with 0,1% 5SC washed. A-pipette from 
ever 100 mu I Bilang&DlG&rang&POD Konjugat (25 mU/ml) and 30 min Incubation with 400 RPM and 37 DEG C. 
Subsequent one was decanted and 3 x 0.1 SSC washed, A-plpette from 150 each mu I Lumlnol/Iodphenol and 
measurement after 3 min. 

< tb> < TABLE> id=Tabelle 1 Columns=5 

< tb> 

< tb> Head Col 1: Bi-mRNA [ng/well] 

< tb> Head Col 2 tons of 3 AL=L: Not transfected cells 

< tb> Head Col 4 tons of 5 AL=L: Transfected cells 

< t±» 

< tb> SubHead Col 1: 

< tb> SubHead Col 2: Actln 

< tb> SubHead Col 3: CAT 

< tb> SubHead Col 4: Actln 

< tb> SubHead Col 5: CAT 

< tb> 600,0000< SEP> 411368,0000< SEP> 9254,0000< SEP> 301705,0000< SEP> 86979,0000 

< tb> 150,0000< SEP> 332754,0000< SEP> 8991,0000< SEP> 120236,0000< SEP> 39765,0000 

< tb> 37,5000< SEP> 128350,0000< SEP> 9052,0000< SEP> 54657,0000< SEP> 19252,0000 
A top < t b> 9,37502, < SEP> 56151,0000< SEP> 9001,0000< SEP> 32221,0000< 5EP> 12011,0000 

< tb> 2,3440< SEP> 38B77,0000< SEP> 8757,0000< SEP> 26047,0000< SEP> 8331,0000 

< tb> < /TABLE> 
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1. Method to the quantitative determination of a specific polynucleotide sequence In a sample, the which covers 
subsequent steps: 

a) Isolation of the nucleic acids and if necessary transfer into elnzelstranglge nucleic acids; 

b) Mark of the elnzelstrangigen nucleic acid with a first chemical group, bound which can be determined, over a left 
function; 

c) Hybridization of of the labeled nucleic acid with a Polynukleotld probe, which covers at least a elnzelstranglge base 
sequence, which essentially more complementary to the one which can be determined the sequence and with second 
or if necessary other, from which first different chemical group labeled is, conditions bottom in solution, which are 
favorable for an hybridization between the sequence which can be determined and the complementary probe 
sequence; 

d) Immobilization of the nucleic acid Hybrids to a solid phase over the first chemical group and 

e) Detection of the other chemical group (n). 



2. Process according tD claim 1, that mRNA isolated characterized thus becomes and It concerns with the 
Polynukleotld probe a Ollgodesoxyrlbonukleotid, a DNS, a Ollgorlbonukleotid or a R.NS. 



3. Process according to claim 1, characterised in that the first or second chemical group selected used for the mark 
of the nucleic acid becomes from an enzymatic active group, a fluorescent group, a Chromophor, a luminescent 
group, a specific bindable llgand or a radioisotope. 



4. Process according to one of claims 1 or 3, characterised In that the first chemical group blotln or a Biotlnderlvat 
bound over a left function represents. 



S.Verfahren according to claim 1 or 3, characterised In that a peroxidase, beta - galactosldase, fluorescein or 
Dlgoxlgen as the second chemical group used become. 



6. Process according to one of claims 1, 3, 4 or 5, characterised In that the mark with an activated platinum complex 
performed becomes. 



7. Process according to claim 1, characterised in that the first or second chemical group on chemical or enzymatic 
pathway into the nucleic acid Introduced becomes, 



8. Process according to claim 7, characterised In that the enzymatic mark with a terminal transferase or a T4 RNA 
llgase and by a chemical group of labeled nucleotide or Olignonukleotld a performed becomes. 



g.Verfahren according to claim 1, characterised In that with the labeled, complementary Polynukleotld probe around 
a Peptld nucleic acldderfvatlve acts. 



10. Process according to claim 1, characterised In that a coated solid phase used becomes, 



11, Process according to claim 1 or 10, characterised In that the solid phase with avldln, streptavidln or a 
corresponding derivative coated Is and the hybridization more bottom stringer-ends operations with approx. 50 DEG 
C made becomes. 



l2,Verfahren to the quantitative determination of a specific polynucleotide sequence In a sample, the which covers 
subsequent steps: 

a) Isolation of the nucleic acids and transfer Into elnzelstranglge nucleic acids; 

b) Selection of a Polynukleotld probe, which covers at least a elnzelstranglge base sequence, which is essentially 
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more complementary to the sequence which can be determined; 

c) Mark of the nucleic acid from step A) or the pDlynukleotlds from step b) with a Immobilized chemical group, 
whereby it Itself over over a platinum complex bound blotin and/or. Blotlnderlvat acts; 

d) Hybridization of the nucleic acid and the Polynukleotids In solution bottom conditions, which are favorable for an 
hybridization between the sequence which can be determined and the complementary probe sequence; 

e) Immobilization of the nucleic acid Hybrids to a solid phase over the immobilized chemical group and 

f) Detection of the Hybrids by an antibody, which binds specific to DNA/RNA or RNA/DNA duplexes and by an 
assignable chemical group labeled Is. 



13. Process according to claim 11, characterised In that it with the Isolated nucleic acid around such with Poly there 
sequences acts, 



A top 



